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ERYTHROPOIETIN (EPO)-PEPTIDE UNO DAGEGEN GERICHTETE ANTIKORPER 

Die Erfindung betrifft Erythropoietin (EPO)-Peptide und ihre Verwendung zur Hersteilung von epitopspe- 
zifischen anti-EPO-Antikorpern. Ferner betrifft die Erfindung epitopspezifische anti-EPO-Antikorper, bei 
denen es sich um poiyclonale Antikorper (Antiseren) Oder urn monoclonale Antikorper handeln kann. 
Auflerdem betrifft die Erfindung die Verwendung der epitopspezifischen anti-EPO-Antikorper zur Reinigung 

5 von EPO, EPO-Derivaten Oder EPO-Peptiden. Die Erfindung betrifft auch anti-idiotypische Antikorper, die 
einen Rezeptorbereich von EPO imitieren. Schlietflich betrifft die Erfindung die Verwendung der epitopspe- 
zifischen anti-EPO-Antikorper zum Nachweis, vorzugweise zum epitopspezifischen Nachweis von EPO, 
Arzneimittef, die die genannten EPO-Peptide, anti-EPO-Antikorper Oder anti-idiotypischen Antikorper enthal- 
ten, und Diagnostika zum Nachweis von EPO Oder von anti-EPO-Antikorpern. 

w Erythropoietin (EPO) ist ein Glycoprotein-Hormon mit 166 Aminosauren, 4 Glycosylierungsstellen an 
den Aminosaure-Positionen 24, 38, 83, 126 und einem Molekulargewicht von etwa 34 000. Es wird zunachst 
als Vorlauferprotein mit einem Signalpeptid von 23 Aminosauren hergestellt. EPO stimuliert die mitotische 
Teilung und die Differenzierung von Erythrozyten-Vorlauferzellen und gewahrleistet damit die Erythrozyten- 
Bildung. Es wird in der Niere produziert, wenn hypoxische Bedingungen herrschen. im Rahmen einer EPO- 

15 induzierten Differenzierung von Erythrozyten- Vorlauferzellen wird die Globinsynthese induziert und die 
Synthese des Ham-Komplexes sowie die Anzaht der Ferritin-Rezeptoren steigen. Dadurch kann die Zelle 
mehr Eisen aufnehmen und funktionelles Hamoglobin synthetisieren: In den reifen Erythrozyten bindet 
Hamoglobin den Sauerstoff. Somit nehmen die Erythrozyten bzw. das in ihnen enthaltene Hamoglobin eine 
Schlusselrolle fur die Sauerstoffversorgung des Organismus ein. Ausgelost werden die geschilderten 

20 komplexen Prozesse durch die Wechselwirkung von EPO mit einem entsprechenden Rezeptor auf der 
Zelloberflache der Erythrozyten-Vorlauferzeller; vgl. Graber und Krantz, Ann. Rev. Med. 29 (1978), 51-66. 
EPO laflt sich entweder aus naturlichen Guellen, wie menschlichem Urin isolieren (vgl. z.B. Miyake et al., J. 
Biol. Chem. 252 (1977), 5558-5564) oder es kann durch gentechnoiogische Verfahren hergestellt werden 
(vgl. z.B. EP-A2 148 605). 

25 Patienten mit Niereninsuffizienz konnen kein EPO bilden und leiden daher an einer Anamie. Versuche, 
diese EPO-Unterversorgung durch Verabfolgung von rekombinantem EPO zu komplettieren und die Sym- 
ptome der Anamie zu verringern, sind bereits erfolgreich gewesen; vgi. The Lancet, 4. April 1987, 
"Erythropoietin", Seite 781-782; Eschbach et aL, The New England Jorunal of Medicine 316 (1987), 73-78. 
Trotzdem ist uber dem Mechanismus der Wechselwirkung von EPO mit seinem Rezeptor noch wenig 

30 bekannt. Durch den Einsatz spezifischer Antikorper gegen EPO wurde aber die Mogiichkeit bestehen, das 
EPO-Melekul sowohl immunologisch als auch funktionell zu charakterisieren. Ferner konnten EPO-Regula- 
tionsstorungen mit neutralisierenden Antikorpern oder mit an den EPO-Rezeptor bindenden EPO-Peptiden 
behandeit werden. Dabei ist die Verwendung von EPO-Peptiden vorteilhaft gegenuber der Verwendung von 
vollstandigen EPO-Molekulen, da sich Peptide leichter, z.B. auch synthetisch herstellen iassen. 

35 EPO-Peptide, die den Positionen 1 bis 26, 40 bis 59, 80 bis 99, 99 bis 118, 111 bis 129, 131 bis 150 
und 147 bis 166 entsprechen, sowie gegen einige dieser EPO-Peptide gerichtete Antikorper sind bereits 
aus Sytkowski und Donahue, J. Biol. Chem. 2Q2 (1987), 1161-1165, bekannt. Antikorper, die die biologische 
Aktivitat von EPO neutralisieren konnte aber von Sytkowski und Donahue nur mit EPO-Peptiden hergestellt 
werden, die den Positionen 99 bis 118 und 111 bis 129 entsprechen. Daraus schlie/ten die Autoren, daG 

40 sich im Bereich der Aminosaure-Positionen 99 bis 129 von EPO die (einzige) Rezeptorbindungs-Domane 
befindet Dabei ist zu beachten, dafl die EPO-Peptide zur Immunisierung uber Glutardialdehydreste an 
einen Trager gebunden wurden. 

In der EP-A2 148 605 werden neben der gentechnologischen Hersteilung von EPO und Derivaten davon 
auch EPO-Peptide beschrieben t die den Positionen 1 bis 20, 41 bis 57, 116 bis 128 und 144 bis 166 
45 beschrieben. Ferner werden poiyclonale Kaninchen-Antikorper gegen, diese EPO-Peptide beschrieben; vgl. 
EP-A2 148 605, Seite 90. Die Antikorper gegen das EPO-Peptid 116 bis 128 reagieren allerdings nicht mit 
EPO. 

Neutralisierende Antikorper bzw. gegen Rezeptorbereiche von EPO gerichtete Antikorper werden in der EP- 
A2 148 605 nicht beschrieben. 
so Somit liegt der Erfindung das technische Problem zugrunde, neue EPO-Peptide bereitzustellen, die die 
weitere funktionelle und immunologische Charakterisierung von EPO gestatten. Ferner sollen neue EPO- 
Peptide bereitgestellt werden, die an den EPO-Rezeptor binden und damit zur Behandlung von EPO- 
Regulationsstorungen geeignet sind. Auflerdem fiegt der Erfindung das technische Problem zugrunde, 
Antikorper gegen die genannten EPO-Peptide bereitzustellen, die zum Nachweis von EPO und zur 
Behandlung von EPO-Funktionsstorungen geeignet sind. 
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Die Losung des genannten technischen Problems wird durch die Bereitstellung der in den Patentan- 
spruchen charakterisierten AusfCihrungsformen erzielt. 

Gegenstand der Etlindung sind somit EPO-Peptide, die dadurch gekennzeichnet sind, da/3 sie im 
wesentlichen die Aminosaurepositionen 1 bis 35 (P4), 7 bis 23 (P4/1), 44 bis 78 (P3), 52 bis 63 (P3/1), 74 
5 bis 109 (P1), 84 bis 95 (P1/1), 93 bis 137 (P5), 110 bis 123 (P5/1), 142 bis 166 (P2) oder 152 bis 166 (P2/1) 
entsprechend der Numerierung der Aminosaurepositionen von naturlichem EPO aufweisen. die erfindungs- 
gemaflen EPO-Peptide P1, P1/1, P 3 und P3/1 sind stark immunogen und gestatten die Herstellung von 
hochtitrigen epitopspezifischen anti-EPO-Antikorpern. Die EPO-Peptide P2 und P2/1 gestatten uberraschen- 
derweise die Herstellung von neutraJisierenden anti-EPO-Antikorpern. Erfindungsgema/3 wird davon ausge- 
70 gangen, da/3 diese EPO-Peptide einen weiteren, bisher noch nicht identifizierten Rezeptorbereich reprasen- 
tieren. Daher sind insbesondere diese erfindungsgema/3en EPO-Peptide zur Therapie von EPO-Regulations- 
storungen geeignet. 

Die EPO-Peptide P4 und P4/1 sind ebenfalls stark immunogen. Aufgrund der 100%igen Homoiogie von 
menschlichem EPO mit Affen- und Maus-EPO in diesem Bereich sind Antikorper gegen diese erfindungs- 

15 gema/3en EPO-Peptide nicht nur zum Nachweis von menschlichem EPO geeignet. 

Die erfindungsgema/ten EPO-Peptide P5 und P5/1 sind zur Herstellung von anti-EPO-Antikorpern geeignet, 
mit denen sich natives und partiel! denaturiertes EPO, z.B. in Western-Blots, nachweisen la/it. Diese EPO- 
Peptide liegen im bereits von Sytkowski und Donahue (a.a.O) beschriebenen Rezeptor-Bereich. 
Insbesondere die Peptide P2 f P4 und P5 sind den entsprechenden Epitopen auf dem naturlich vorkommen- 

20 den EPO-Molekul sehr ahniich, denn mit diesen EPO-Peptiden reagierende spezifische Antikorper sind zum 
Nachweis von naturlichem EPO beispielweise im ELISA oder auch im Western-Blot geeignet. 
Die erfindungsgematfen Peptide lassen sich durch chemische oder enzymatische Spaltung von naturlichem 
EPO oder gentechnologisch gewonnenem EPO herstellen. Ferner konnen sie direkt gentechnologisch oder 
synthetisch hergestellt werden. Erfindungsgema/3 wird die synthetische Herstellung bevorzugt. 

25 In bevorzugten Ausfuhrungsformen haben die erfindungsgematfen EPO-Peptide P1, P1/1, P3, P3/1, P4, 
P4/1, P5 oder P5/1 die folgenden Aminosaure-Sequenzen: 
P1 VLRGQALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLL; 
P1/1 SSQPWEPLQLHV; 

P3 NEMITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEA; 
30 P3/1 KRMEVGQQAVEV; 

P4 APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSL; 
P4/1 CDSRVLERYLLEAKEAE; 

P5 LHVDKAVSGLRSLTTLLRALRAQKEAISPPDAASAAPLRTITADT; oder 
P5/1 RALRAQKEAISPPD. 

35 In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsforrn haben die EPO-Peptide P2 und P2/1 die folgenden 

Aminosaure-Sequenzen: 

P2 FRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR; oder 
P2/1 KLKLYTGEACRTGDR. 

Die erfindungsgema/ten EPO-Peptide lassen sich zur Herstellung von epitopspezifischen anti-EPO- 
40 Antikorpern verwenden. Diese Peptide bieten den Vorteif einer hochreinen vaJidierbaren Substanz als 
Immunogen, das bei jeder Immunisierung reproduzierbar definierte, hochtitrige Antiseren induziert. 

Mit den erfindungsgema/Jen EPO-Peptiden lassen sich sowohl polyclonal epitopspezifische anti-EPO- 
Antikorper (Antiseren) als auch monoclonale epitopspezifische anti-EPO-Antikorper herstellen. Die Herstel- 
lung dieser Antikorper erfolgt in an sich bekannter Weise. Vorzugsweise werden die EPO-peptide jedoch 
45 erfindungsgema/3 zur Immunisierung uber Cysteinreste an ein Tragermaterial gebunden. Sofern die EPO- 
Peptide keinen Cysteinrest enthalten, wird ein solcher in ublicher Weise angefugt. 

Die Erfindung betrifft ferner die mit den erfindungsgema/3en EPO-Peptiden herstellbaren epitopspezifi- 
schen anti-EPO-Antikorper. Vorteilhafterweise sind diese anti-EPO-Antikorper gegen bestimmte EPO- 
Epitope bzw. EPO-Domanen gerichtet. Dadurch konnen sie in Testsystemen eingesetzt werden, um 
so normale EPO-Titer oder EPO-Titer wahrend der Therapie epitopspezifisch nachzuweisen. 

Die erfindungsgema/3en epitopspezifischen anti-EPO-Antikorper sind entweder polycionale Antikorper 
(Antiseren) oder monoclonale Antikorper. Dadurch, da/3 die erfindungsgema/3en polyclonaien Antikorper mit 
den erfindungsgemaflen EPO-Peptiden hergestellt werden, ist thre Herstellung reproduzierbar und sie sind 
definiert und hochtitrig. Deshalb eignen sie sich ganz besonders zum Einsatz in alien zu validierenden EPO- 
55 Nachweissystemen. 

In einer anderen Ausfuhrungsforrn betrifft die Erfindung anti-tdiotypische Antikorper, die gegen die 
Bindungsregion der vorstehend genannten anti-EPO-Antikorper gerichtet sind und die einen EPO-Rezeptor- 
Bereich imitieren. Diese anti-idiotypischen Antikorper binden an den zellularen EPO-Rezeptor. Vorzugswei- 
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se sind diese anti-idiotypischen Antikorper gegen die Bindungsregion von anti-P2- oder anti-P2/1 -Antikorper 
gerichtet. 

In einer erfindungsgema/3 bevorzugten Ausfuhrungsform neutralisieren die epitopspezifischen anti-EPO- 
Antikorper die biologische Aktivitat von EPO. 
5 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform erkennen und beeinflussen die vorstehend genannten 

anti-idiotypischen Antikorper Zellen, die uber EPO-Rezeptoren verfugen. 

In einer anderen erfindungsgema/ten Ausfuhrungform werden die erfindungsgema/ten epitopspezifi- 
schen anti-EPO-Antikorper zur Reinigung von EPO, EPO-Derivaten oder EPO-Peptiden verwendet. Bei den 
entsprechenden Reinigungsverfahren handelt es sich um ubliche chromatographische Verfahren, beispiels- 
w weise um Immunabsorptions-Chromatographien oder Affinitats-Chromatographien. Zu diesem Zwecke wer- 
den die erfindungsgemaflen epitopspezifischen anti-EPO-Antikorper gegebenenfalls an zur Chromatogra- 
phie geeignete Tragermaterialien gebunden. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der erfindungsgemaflen epitopspezifischen anti-EPO- 
Antikorper zum Nachweis, vorzugsweise zum epitospezifischen Nachweis von EPO. Mit den Antikorpern 
75 lassen sich auch EPO-Muteine differentiell nachweisen. Solche EPO-Muteine konnen beispielweise in der 
Primarstruktur, d.h. in ihrer Aminosaure-Sequenz verandert sein. Spezifisch mit solchen EPO-Muteinen 
reagierende anti-EPO-Antikorper lassen sich unter Verwendung entsprechend angepafiter EPO-Peptide, wie 
sie vorstehend eriautert wurden, herstellen. Insbesondere betrifft die Erfindung Diagnostika, die die 
erfindungsgemaflen EPO-Peptide, epitopspezifischen anti-EPO-Antikorper und/oder anti-idiotypischen Anti- 
20 korper enthalten. 

In einer weiteren Ausfuhrungform betrifft die Erfindung Arzneimittel, die mindestens eines der erfin- 
dungsgemaflen EPO-Peptide oder erfindungsgemafle epitopspezifische anti-EPO-Antikorper enthaiten. Vor- 
zugsweise enthalten diese Arzneimittel EPO-Peptide, die zellulare EPO-Rezeptoren blockieren. In einer 
anderen bevorzugten Ausfuhrungform enthalten die erfindungsgemaflen Arzneimittel erfindungsgemafle 
25 epitop-spezifische anti-EPO-Antikorper, die die biologische Aktivitat von EPO neutralisieren. Gegebenenfalls 
enthalten die Arzneimittel ferner pharmazeutisch vertragliche Hilfs- und Zusatzstoffe. 

Mit den genannten erfindungsgematfen Arzneimitteln lassen sich EPO-Reguiationsstorungen behandeln. 

Die Figuren zeigen: 

Fig. 1: Direkter Bindungstest an Erythropoetin. Serumverdunnungen von EPO-spezifischen bzw. P2/1- 
30 spezifischen Kaninchenantiseren wurden an EPO (20ug/ml)-beschichtete Mikrotiterplatten adsorbiert und 
gebundene Antikorper wurde mit enzymmarkierten anti-Kaninchen-Antikorpern nachgewiesen. Die Seren 
336, 346, 347 und 348 sind gegen das EPO-Gesamtmolekul hergestellt, die Seren 556, 557, 558 sind 
gegen das Peptid P2 hergestellt Serum 444 ist ein Kaninchenpraimmunserum. 

Fig. 2: Inhibition der bioiogischen Aktivitat von rekombinantem humanem Erythropoetin (rhuEPO) durch 
35 rhuEPO spezifische Antiseren. Antiseren, die durch Immunisierung von Kaninchen mit rhuEPO oder den 
Peptidsequenzen P2, P4 und P5 t gekoppelt an Keyhole limpet hemocyanin, gewonnen wurden, wurden 
zusammen mit rhuEPO in einem Proliferationstest von angereicherten erythroiden Vortauferzellen nach 
Krystal (Exp. Hematol. 7, 649-660) eingesetzt. Antikorper, die durch Immunisierung mit P2-KLH oder 
EPO-KLH gewonnen wurden, inhibieren die durch rhuEPO induzierte Proliferation der erythroiden 
40 Vortauferzellen. 

Fig. 3: Reversion der Inhibition durch anti EPO-P2-KLH Seren. Vor der Inkubation der Vorlauferzellen mit 
rhuEPO und anti p2-KLH Antiserum im Krystal-Assay (s.o.), wurde das Serum an P2-Sepharose bis zu 
5x praadsorbiert. Durch die Praadsorption an Peptid P2 la/5t sich die inhibitorische Aktivitat des Serums 
vollstandig entfernen. 

Material und Methoden 



so Herstellung der Peptide 

Die Peptide wurden vorzugsweise nach der "solid phase "-Methode an einer Polystyroimatrix hergestellt 
(1 % quervernetzt mit Di-vinylbenzol). Die Beladung der Polystyroimatrix an funktioneilen Gruppen (-NH 2 ) 
war vorzugsweise 0,4 - 0,6 mMol/g Matrix. Da die Peptide unter Verwendung der alkalilabilen Fmoc-Gruppe 
55 hergestellt wurden, wurden p-Alkoxy benzyl-Ester als Ankermolekule verwendet. Im allgemeinen wurden 
wahrend der Synthese Di-chlormethan und Dimethylformamid verwendet, in Ausnahmefallen N-Methylpyr- 
rolidon. Die Menge der Wasch- oder Reaktionsflussigkeiten betrugen vorzugsweise ca. 15 ml. Da die alpha- 
NH 2 -Gruppen der Aminosauren mit der Fmoc-Gruppe geschutzt war, wurden folgende Schutzgruppen fur 
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die Seitengruppen der trifunktionellen Aminosauren ausgewahlt: 



Serin, Threonin, Tyrosin 


tert.-Butylather 


Glutaminsaure, Asparaginsaure 


tert.-Butylester 


Arginin 


4-Methoxy-2,3,6-trimethylphenylsulfonyl 


Cystein 


tert.-Butylmercapto 


Lysin 


tert-Butyloxycarbonyl 
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Die Aminosauren wurden vorzugsweise uber Aktivester gekoppelt, besonders bevorzugt war eine in situ 
Aktivierung durch HOBt/Diisopropyi-carbodiimid. 

Die repetitive alpha-NH 2 -Schutzgruppenabspaltung erfolgte mit einer Base, vorzugsweise mit 20 % Piperi- 
din in DMF bei Raumtemperatur. 
15 Nach jedem dieser Reaktionsschritte, Kopplung bzw. Deblockierung, wurde das Harz mit DMF und 

Isopropylalkohoi gewaschen. 

Durch Acidolyse wurden simultan die Schutzgruppen von den Seitengruppen und die Peptide von der 
Matrix abgespalten. Vorzugsweise erfolgte dies mittels einer Mischung aus Trifluoressigsaure und Athandit- 
hiol (9:1, v/v). Die Sulfhydrylgruppe der Cysteine wurde durch Thiolgruppen haltige Substanzen freigesetzt, 

2 o wie beispielsweise Dithiothreitol Oder Butylphosphin. 

Die synthetischen Peptide wurden hinsichtlich ihrer chemischen Zusammensetzung und ihrer Reinheit 
untersucht. Die Zusammensetzung der Peptide wurde anhand einer Aminosaureanalyse bestimmt. Fur 
diesen Zweck wurde eine kleine Probe mit 6N Safzsaure in Gegenwart von Phenol bei 110° C fur 24 oder 
72 Stunden hydrolysiert und die einzelnen Aminosauren quantitativ bestimmt. 

25 Die Peptidgehalte lagen bei etwa 85 %. Gegebenenfails wurden die Peptide mittels RP-HPLC (reversed 
phase high performance iiquid chromatography) nach bekannten Methoden gereinigt. 

Die Reinheit der Peptide wurde durch HPLIC auf C18 reverse Phase Saulen bestimmt. Zu diesem Zweck 
wurde ein Phosphat/Acetonitril Gradient verwendet und es wurde eine Reinheit von mehr ais 85 % 
gefunden. 

30 

Kopplung der Peptide an Tragermofekule 

Die Peptide wurden vorzugsweise uber Cysteinreste an ein hochmoiekulares Tragerprotein, betspiels- 
35 weise an Albumin oder Ovalbumin, vorzugsweise an Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) gekoppelt. Die 
Kopplung erfolgte uber eine Thioatherbindung mit der Thiolgruppe des Cysteins. Diese Art der Kopplung 
hat den Vorteil, da/3 das Peptid in definierter Weise an das Tragerprotein gekoppelt wird. Sofern die Peptide 
keinen Cystein-Rest enthielten, wurde ein Cystein-Rest angehangt. 

40 

Kopplung der Peptide an Sepharoseharze 

Die Kopplung der Peptide an Sepharose erfolgte nach einem Standardverfahren mit Hilfe von 
Cyanbromid-aktivierter Sepharose. 

45 

Herstellung der Antiseren 



50 Immunisierung von Kaninchen 

Urn EPO-Peptid-spezifische Antikorper zu produzieren, wurden die Peptid-KLH-Konjugate mit Adjuvanti- 
en emulgiert und gemafl eines 5-wdchigen Immunisierungsschemas in Kaninchen injiziert Nach dieser Zeit 
hatten die Tiere spezifische Antikorper gebtldet und wurden geblutet. 

55 

Nachweis spezifischer Antikorper 
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Urn die Seren auf Peptid-, bzw. Epo-Spezifitat zu testen, wurde ein Festphasen ELISA verwendet. In 
Plastik-Mikrotiterplatten, die mit gereinigtem EPO Oder mit EPO-Peptiden beschichtet waren, wurde der 
Gehait an peptid-spezifischen und EPO-spezifischen Antikorpern in den Antiseren bzw. in den affinitatschro- 
matographisch gereinigten Antikorperfraktionen mit Hilfe eines enzymgekoppelten anti-Kaninchen-lg-Antise- 
rums bestimmt. Parallel dazu wurden die Antikorper im Western-Blot auf Nachweis der spezifischen EPO- 
Bande von 34-38 kDa uberpruft 



Nachweis neutralisierender Antikorper 

Um die rhuEPO oder rhuEPO-Peptid spezifischen Antiseren auf neutralisierende Eigenschaften zu 
untersuchen, wurde der Proliferationstest nach Krystal (1983, Exp. Hematol. 7, 649 - 660) herangezogen. 
Weibliche NMRI-Mause wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit 48 mg/kg Phenylhydrazin- 
hypochlorid injiziert 48 Stunden nach der letzten Injektion wurden die Milzen der Tiere prapariert und eine 
Einzelzetlsuspension hergestellt. Erythroide Vorlauferzellen wurden mit Hilfe eines Ficollgradienten (D = 
1 .077) angereichert. Fur die Induktion der Proliferation dieser Zellen wurden in einer 96 Well Microtiterpiatte 
3x105 Zellen/ Well mit 0.1 pmol/ml rhuEPO inkubiert. Fur die Durchfuhrung der Inhibitionstests wurde 
EPO mit Verdunnungen der Antiseren vorinkubiert und dann im Proliferationstest eingesetzt 

Die Reinigung epitopspezifischer Antikorper erfolgte nach Standardmethoden, wobei die Antikorper aus 
einem gegen PBS dialysierten Ammoniumsulfat-Prazipitat uber Nacht an die Sepharose adsorbiert wurde, 
ungebundenes Material mit PBS pH 7,0 heruntergewaschen wurde, und anschlie/tend die spezifischen 
Antikorper mit saurem Wasser, pH 2,5, eluiert wurden. Die Eluate wurden sofort mit festem Natriumphos- 
phat auf pH 7,0 neutralisiert und gegen PBS dialysiert. 



Kopplung epitopspezifischer Antikorper an Sepharoseharze 

Die epitopspezifischen Antikorper wurden in einem Standardverfahren an Cyanbromid aktivierte Sepha- 
rose gekoppelt. 



Affinitatschromatographische Reinigung von Erythropoietin 

Erythropoietin aus Zellkulturuberstanden wurde an epitopspezifischen Antikorpersaulen adsorbiert und 
konnte ohne Verlust der biologischen Aktivitat nach ublichen Verfahren durch einen Wechsel des pH- 
Wertes von pH 7 - 8 auf pH 2 - 3 eluiert werden. 

Die Beispieie erlautern die Erfindung. Dabei werden die folgenden Abkurzungen verwendet: 



t-Bu 


tert.-Butylather 


Mtr 


4-Methoxy-2,3,6-trimethylphenylsutfonyl 


DMF 


Dimethylformamid 


HOBt 


Hydroxbenzotriazol 


Boc 


tert.-Butyloxycarbonyl 


Fmoc 


Fiuorenyloxycarbonyl 


GMBS 


gamma-Maleimidobuttersaure-N-hydroxysuccinimidester 



Beispiel 1: 



a) Peptidsynthese von (P2/1): H-Lys-Leu-Lys-Leu-Tyr-Thr-Gly-Glu-Ala-Cys-Arg-Thr-Gly-Asp-Arg 

Die Synthese des Peptids erfolgte unter Verwendung eines vollautomatischen Peptidsynthesizers. Die 
Schutzgruppen wurdenvon ig Fmoc-Arg(Mtr)-p-alkoxybenzylesterharz mit 15 ml 20 % Piperidin / DMF (v/v) 
abgespalten und daraufhin wurde mit DMF und Isopropanol mehrfach gewaschen. Es wurden 1 mMol 
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Fmoc-Asp(t-Bu)(dreifacher Uberschu/3) und 203 mg HOBt in 15 ml DMF gelost zugesetzt. Nach Zugabe von 
1,1 ml einer 1 ml Diisopropylcarbomidlosung (Dichlormethan) wurde die Kupplung wahrend 1,5 Stunden 
ausgefuhrt Durch Waschen mit DMF in Isopropanol wurden uberschussige Reagentien entfernt. Dieses 
Kupplungsschema wurde bis zur N-terminalen Aminosaure beibehalten. Als letzte Aminosaure wurde eine 
5 Boc-geschutzte Aminosaure eingesetzt. Jeder Kupplungsschritt wurde durch einen Ninhydrintest auf Voll- 
standigkeit gepruft. 1,06 g Harz wurden mit 2,5 ml Thianisol, 2,5 ml Athandithiol und 15 ml Trifluoressigsau- 
re 4 Stunden bei 35° C geruhrt und abfiltriert. Die saure Losung wurde in Ather gegossen, das ausgefallte 
Peptid abfiltriert und an einer Sephadex (R) G25 Saule 3 x 100 cm, 0,5 % Essigsaure chromatographiert. 
Der Peptidpool wurde lyophilisiert. Die Ausbeute betrug 230 mg. 

w 

b) Freisetzung der Sulfhydrylgruppe 

70 mg des Peptids wurden in 7 ml Trifluorathanol und 350 u\ Wasser gelost und der pH-Wert mit N- 
75 Methylmorpholin auf 7,3 eingestellt. Das ReaktionsgefaG wurde mit Stickstoff gespuit und mit 40 u\ n- 
Tributylphosphin versetzt. Es wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur geruhrt, mit 50 ml Wasser verdunnt und 
der pH-Wert auf 4,0 eingestellt. Die Wasserphase wurde dreimal mit 10 ml Diathytather extrahiert, auf 10 ml 
ankonzentriert und an Sephadex R G25 (3x 100 cm; 0,5 % Essigsaure) gereinigt. Nach Lyophilisierung 
erhielt man 55 mg Peptid. 

20 

c) Konjugathersteilung 

30 mg KLH (Keyhole-Limpet-Hemocyanin) wurden in 0,05 mMol Natrium phosphatpuffer, pH 8,0, gelost 
25 und mit 3 mg GMBS 1 Stunde lang aktiviert. Das Protein wurde an einer Sephadex R G50-Saule (2 x 30 cm) 
(0,1 Mol Natriumphosphat; 0,5 mMol EDTA, pH 6,0) chromatographiert. Der Proteinpool wurde auf 6 ml 
ankonzentriert und mit 30 mg des Sulfhydryigruppen-haitigen Peptids 1 Stunde lang inkubiert Nach Dialyse 
und Lyophilisierung wurden 38 mg Peptidkonjugat erhalten. 

30 

Beispiel 2 



Immunisierung von Kaninchen 

35 

Kaninchen wurden mit jeweils 1,7 mg Antigen pro Tier uber einen Zeitraum von 5 Wochen immunisiert 
Bet der ersten Immunisierung erhieiten die Tiere jeweils 0,4 mg Antigen in komplettem Freund's Adjuvans 
(CFA) Subkutan an 8 Immunisierungsstellen in der Nahe der Lymphknoten. Zwei Wochen spater erfolgte 
eine subkutane Immunisierung mit 0,8 mg Antigen/Tier in CFA. Nach weiteren 2 Wochen wurden den 
40 Tieren an 5 Tagen hintereinander jeweils 0,1 mg Antigen in Aerosil intravenos verabreicht. Drei Tage spater 
wurden sie geblutet und die einzelnen Antiseren gewonnen. 



Beispiel 3 

45 

Herstellung von Immunadsorbentien mit Peptiden 

Fur die affinitatschromatographische Reinigung der Rohantiseren wurden ca. 20 mg beispielsweise des 
so 15er Peptids (P2/1): 

H-Lys-Leu-Lys-Leu-Tyr-Thr-Gly-Glu-Ala-Cys-Arg-Thr-Gly-Asp-Arg-OH 

an einer Festphase kovalent immobilisiert. Die Kupplungsreaktion erfolgte mit Bromcyan aktivierter Sepha- 
rose nach einem beschriebenen Verfahren (Axen et ah, Nature 214 (1967), 1302). Anschlieflend wurde das 
Immunadsorbens jeweils mit phosphatgepufferter Kochsalztosung (pBS; 0,15 Mol/l, pH 7,2) und Essigsaure 
55 (0,5 Mol/I, pH 2,5) gewaschen. Vor Verwendung wurde das Adsorbens mit dem dreifachen Volumen PBS 
aquilihbriert 

Ausbeute: ca. 20 ml Peptid - Sepharose. 

Auf die gleiche Weise wurden die anderen Peptide zur Herstellung von Immunadsorbentien verwendet. 
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Beispiel 4 



Gewinnung von Antikorpern 

5 

100 mi Rohantiserum wurden auf die mit PBS aquilibrierte Peptidsepharose (1,5 x 15 cm) aufgetragen 
und anschlietfend mit PBS gewaschen, bis die Extinktion bei 280 nm 0 t 01 betrug. Danach erfolgten 
Waschschritte mit 1 M NACi, pH 7,0, und Wasser (pH 7,0), wobei jeweils das 3-fache Gelvolumen 
verwendet wurde. Die Elution der Antikorper von Immunadsorbens erfolgte mit Wasser (pH 2,5), die 
70 Antikorperfdsung wurde mit festem Natriumphosphat (0,001 Mol/I) auf pH 7,0 eingestellt, ankonzentriert 
(Amicon-Membran) und bei -70° C gelagert. Ausbeute: 35mg Antikorper. 



Beispiei 5 

15 

Austesten der Antikorper 



20 a) Hersteiiung von EPO- bzw. Peptid-beschichteten Mikrotiterplatten 

In Plastik Mikrotiterplatten wurden 20 ug/ml EPO bzw. EPO-spezifische Peptide uber Nacht bei 4°C in 
Carbonatpuffer gekoppelt Vor Durchfuhrung der Tests wurden die Platten zweimal mit PBS gewaschen, mit 
PBS 0,5 % BSA fur 30 Minuten abgesattigt und anschlie/tend dreimal mit PBS gewaschen. 

25 

b) Durchfuhrung der Enzymimmunoassays 

Die mit BSA abgesattigten Platten wurden 2 Stunden mit Verdunnungen der anti-EPO-Kaninchenantise- 
30 ren bzw. der gereinigten Antikdrperfraktionen inkubiert. Nach dieser Zeit wurde mit PBS gewaschen und 2 
Stunden mit anti-Kaninchen-lg-Antiserum inkubiert, welches mit alkalischer Phosphatase gekoppelt war. 
Danach wurde zweimal mit PBS gewaschen, dann zweimal mit 0,2 M Tris-HCI, pH 9,5, und danach kurz mit 
1 M Tris-HCI, pH 9,5. Nach einer Stunde wurde die Reaktion mit 1 M NaOH gestoppt und die optische 
Dichte bei 405 nm gemessen. 

35 

c) Durchfuhrung von Western-Blots 

EPO-Standards wurden durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf Nitrocellulose uber- 
40 tragen (Towbin et al M Proc. Natl. Acad. ScL USA, 76 (1979), 4350 - 4354). Die Filter wurden in PBS, 0,5 % 
BSA abgesattigt und danach mit den Antikorpern uber Nacht inkubiert. Danach wurden die Filter dreimal 
mit PBS gewaschen und mit alkalischer Phosphatase konjugiertem anti-Kaninchen-lg-Antiserum 2 Stunden 
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS, einmaligem Waschen in 0,2 M Tris-HCI, pH 9,5 und kurzem 
Waschen in 1 M Tris-HCI, pH 9,5, wurden die Blots mit 4-NitrotetrazoIium-chloridblau-hydrat (500 ug/ml) 
45 und 5-Brom-4-chlorindoxylphospat-p-toluidiniumsalz (200 ug/ml) in 1 M Tris-HCI, pH 9,5, entwickelt Nach 
20 Minuten wurde die Reaktion mit Wasser gestoppt. 



Beispiel 6 

50 

Hersteiiung von Immunadsorbentien mit Antikorpern 

20 bis 50 mg affinitatschromatographisch gereinigte Antikorper wurden nach einem Standardverfahren 
55 (Axen et al., Nature 214 (1967), 1302) an Bromcyan-aktivierte Sepharose gekoppelt und wie in Beispiei 3 
beschrieben weiterbehandelt. 
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Beispiel 7 



Affinitatschromatographische Reinigung von Erythropoietin 

5 

Immunadsorbentien, die EPO-spezifische Antikorper enthielten, wurden wie vorstehend beschrieben zur 
affinitatschromatographischen Reinigung von EPO und EPO-Muteinen herangezogen. 



70 Beispiel 8 



Herstellung monoklonaier Antikorper 

75 Zur Herstellung monoklonaier Antikorper wurden rekombinant gewonnenes EPO sowie die oben 

beschriebenen Peptide als Antigen eingesetzt. Die Peptide wurden zuvor an KLH (Keyhole limpet haemocy- 
anin) gekoppelt. 

Balb/c Mause (weibl.) wurden intraperitoneal bzw. subcutan mit 10 ug immunisiert, und liber mehrere 
Wochen geboostert. Unmitteibar vor der eigentlichen Fusion wurden die Versuchstiere zusatzlich 4 Tage 

20 hintereinander intravends geboostert. 

Am Tage der Fusion wurden die Milzen steril entnommen und zu Einzelzellen suspendiert. Durch 
Fusion von 10 8 Milzzellen mit 2 x 10 7 Zellen einer Myelomzellinie (SP 2/0) wurden Hybridzellen erzeugt, 
welche anschlietfend in einem Selektionsmedium DMEM (Dulbecco's minimal essential Medium) +20 % 
FKS (fetales Kalberserum); 0,1 mM Hypoxanthin; 0,4 mM Aminopterin, 16 mM Thymidin) auf 24-Weil 

25 Platten (Costar), in einer Konzentration von 10 s Zellen/Well, ausgesat wurden. 2 - 3 Wochen spater wurden 
aus den Wells einzelne Zellkolonien isoliert und in jeweils ein anderes Well neuer Kulturplatten (24-Well, 
Costar) ubertragen. Nach weiteren 2-3 Tagen wurden diese Kulturuberstande in einem Enzymimmunoas- 
say auf das Vorhandensein von Anti-EPO-Antikorpern gescreent. Spezifische Antikorper produzierende 
Hybride wurden selektioniert und mit Hilfe eines Single-Cell-Manipulators kioniert. 

30 

Beispiel 9 



35 Herstellung und Nachweis Anti-idiotypischer Antikorper 

Fur die Immunisierung wurde ein synogener monoklonaier Antikorper mit gewunschter Spezifitat gegen 
EPO/EPO-Peptid eingesetzt. Anstelle des Ganzantikorpers wurde das Fab'-Fragment an BSA Oder KLH 
gekoppelt und weiblichen Balb/c Mausen intraperitoneal bzw. subcutan in CFA (komplettes Freund'sches 
40 Adjuvants) injiziert. Die weitere Herstellung der monoklonalen anti-idiotypischen Antikorper entspricht dem 
in Beispiel 8 beschriebenen Verfahren. 

Kulturuberstande wurden in einem Enzymimmunoassay, unter Verwendung des Immunisierungsantikor- 
pers konjugiert mit Peroxidase (POD), auf vorhandene anti-ldiotyp Antikorper und diese wiederum in einem 
weiteren Enzymimmunoassay auf ihre Antigenhemmbarkeit uberpruft. Antigenhemmbare anti-ldiotyp Anti- 
45 korper produzierende Hybride wurden selektioniert und mit Hilfe eines Single-Cell-Manipulators kioniert. 



Anspruche 

so 1. Erythropoietin (EPO)-Peptide, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie im wesentlichen die Aminosaurepositio- 
nen 1 bis 35 (P4), 7 bis 23 (P4/1), 44 bis 78 (P3), 52 bis 63 (p3/1) ( 74 bis 109 (P1), 84 bis 95 (PI/1), 93 bis 
137 (P5), 110 bis 123 (P5/1 ), 142 bis 166 (P2) Oder 152 bis 166 (P2/1) entsprechend der Numerierung der 
Aminosaurepositionen von naturlichem EPO aufweisen. 

2. EPO-Peptide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie synthetischen Ursprungs sind. 
55 3. EPO-Peptide nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie die folgenden Aminosaurese- 
quenzen aufweisen: 

P1 VLRGQALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLL; 
PI/1 SSQPWEPLQLHV; 
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P3 NEMITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEA; 
P3/1 KRMEVGQQAVEV; 

P4 APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSL; 
P4/1 CDSRVLERYLLEAKEAE; 

P5 LHVDKAVSGLRSLTTLLRALRAQKEAISPPDAASAAPLRTITADT; Oder 
P5/1 RALRAGKEAISPPD. 

4. EPO-Peptide nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daj3 sie die folgenden Aminosaure- 
Sequenzen aufweisen: 

P2 FRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR; oder 
P2/1 KLKLYTGEACRTGDR. 

5. Verfahren zur Herstellung der EPO-Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 man 

a) die entsprechenden, jeweils geschutzten Aminosauren an einer Matrix schrittweise koppelt und nach 
dem letzten Reaktionsschritt die Schutzgruppen von den Seitenketten und die Peptide von der Matrix 
abspaltet; oder 

b) die Peptide gentechnologisch herstellt; oder 

c) naturliches oder gentechnologisch gewonnenes EPO chemisch Oder enzymatisch spaltet. 

6. Verwendung von EPO-Peptiden nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur Herstellung von epitopspezifi- 
schen anti-EPO-Antikorpern, wobei sich ein Epitop definitionsgemafi aus einem oder mehreren Peptiden, 
oder aus einer oder mehreren Peptidteilsequenzen zusammensetzen kann. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da/* die epitospezifischen anti-EPO-Antikorper 
monoclonale Antikorper sind. 

8. Epitopspezifische anti-EPO-Antikorper, dadurch gekennzeichnet, dai3 sie gegen ein EPO-Peptid nach 
einem der Anspruche 1 bis 4 und/oder gegen ein Epitop nach Anspruch 6 gerichtet sind. 

9. Epitopspezifische anti-EPO-Antikorper nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/J sie monoclonale 
Antikorper sind. 

10. Epitopspezifische anti-EPO-Antikorper nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie die 
biologische Aktivitat von EPO neutralisieren. 

11. Anti-idotypische Antikorper gegen die Bindungsregion von EPO-neutralisierenden Antikorpern nach 
Anspruch 10. 

12. Verwendung der epitopspezifischen anti-EPO-Antikorper nach einem der Anspruche 8 bis 10 zur 
Reinigung von EPO, EPO-Derivaten oder EPO-Peptiden. 

13. Diagnostikum enthaltend epitopspezifische anti-EPO-Antikorper nach einem der Anspruche 8 bis 10 
zum Nachweis, vorzugsweise zum epitopspezifischen Nachweis von EPO. 

14. Diagnostikum enthaltend EPO-Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 4 zum Nachweis von anti-EPO- 
Antikorpern. 

15. Arzneimittel, enthaltend mindestens ein EPO-Peptid nach einem der Anspruche 1 bis 4 oder epitopspe- 
zifische anti-EPO-Antikorper nach Anspruch 10 und gegebenenfalls pharmazeutisch vertragliche Hilfs-und 
Zusatzstoffe. 

16. Arzneimittel, enthaltend anti-idiotypische Antikorper nach Anspruch 11 und gegebenenfalls pharmazeu- 
tisch vertragliche Hilfs- und Zusatzstoffe. 

17. Arzneimittel nach Anspruch 15 oder 16 zur Behandlung von Regulationsstorungen der Hamatopoese. 

18. Diagnostikum, enthaltend anti-idiotypische Antikorper nach Anspruch 11 zum Nachweis von neutraiisie- 
renden Antikorpern oder EPO-Rezeptoren. 

Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat: GR 

1 . Erythropoietin (EPO)-Peptiden dadurch gekennzeichnet, dai3 sie im wesentlichen die Aminosaurepositio- 
nen 1 bis 35 (P4), 7 bis 23 (P4/1), 44 bis 78 (P3), 52 bis 63 (P3/1), 74 bis 109 (P1), 84 bis 95 (P1/1), 93 bis 
137 (P5), 110 bis 123 (PS/I)! 142 bis 166 (P2) oder 152 bis 166 (P2/1) entsprechend der Numerierung der 
Aminosaurepositionen von naturlichem EPO aufweisen. 

2. EPO-Peptide nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da/3 sie synthetischen Ursprungs sind. 

3. EPO-Peptide nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie die folgenden Aminosaurese- 
quenzen aufweisen: 

P1 VLRGQALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLL; 
P1/1 SSQPWEPLQLHV; 

P3 NEMITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEA; 
P3/1 KRMEVGQQAVEV; 
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P4 APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSL; 
P4/1 CDSRVLERYLLEAKEAE; 

P5 LHVDKAVSGLRSLTTLLRALRAQKEAISPPDAASAAPLRTITADT; oder 
P5/1 RALRAQKEAISPPD. 

4. EPO-Peptide nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie die folgenden Aminosaure- 
Sequenzen aufweisen: 

P2 FRKLFRVYSNFLRGKLKYTG EACRTGDR; oder 
P2/1 KLKLYTG EACRTGDR. 

5. Verfahren zur Herstellung der EPO-Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. 
da/3 man 

a) die entsprechenden, jeweils geschutzten Aminosauren an einer Matrix schrittweise koppelt und nach 
dem letzten Reaktionsschritt die Schutzgruppen von den Seitenketten und die Peptide von der Matrix 
abspaitet; oder 

b) die Peptide gentechnologisch herstellt; oder 

c) naturliches oder gentechnologisch gewonnenes EPO chemisch oder enzymatisch spaltet. 

6. Verwendung von EPO-Peptiden nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur Herstellung von epitopspezifi- 
schen anti-EPO-Antikorpern, wobei sich ein Epitop definitionsgema/3 aus einem oder mehreren Peptiden, 
oder aus einer oder mehreren Peptidteiisequenzen zusammensetzen kann. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da/3 die epitospezifischen anti-EPO-Antikorper 
monoclonaie Antikorper sind. 

8. Epitopspezifische anti-EPO-Antikorper, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie gegen ein EPO-Peptid nach 
einem der Anspruche 1 bis 4 und/oder gegen ein Epitop nach Anspruch 6 gerichtet sind. 

9. Epitopspezifische anti-EPO-Antikorper nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie monoclonaie 
Antikorper sind. 

10. Epitopspezifische anti-EPO-Antikorper nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie die 
biologische Aktivitat von EPO neutralisieren. 

11. Anti-idotypische Antikorper gegen die Bindungsregion von EPO-neutralisierenden Antikorpern nach 
Anspruch 10. 

12. Verwendung der epitopspezifischen anti-EPO-Antikorper nach einem der Anspruche 8 bis 10 zur 
Reinigung von EPO, EPO-Derivaten oder EPO-Peptiden. 

13. Verwendung der epitopspezifischen anti-EPO-Antikorper nach einem der Anspruche 8 bis 10 zur 
Herstellung eines Diagnostikums zum Nachweis, vorzugsweise zum epitopspezifischen Nachweis von EPO. 

14. Verwendung der EPO-Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur Herstellung eines Diagnostikums 
zum Nachweis von anti-EPO-Antikorpern. 

15. Verwendung mindestens eines der EPO-Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 4 oder eines 
epitopspezifischen anti-EPO-Antikorpers nach Anspruch 10 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behand- 
lung von Regulationsstorungen der Hamatopoese. 

16. Verwendung eines anti-idotyptschen Antikorpers nach Anspruch 11 zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Behandlung von Regulationsstorungen der Hamatopoese. 

17. Verwendung eines anti-idiotypischen Antikorpers nach Anspruch 11 zur Herstellung eines Diagnosti- 
kums zum Nachweis von neutralisierenden Antikorpern oder EPO-Rezeptoren. 

Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat: ES 

1. Verfahren zur Herstellung von Erythropoietin (EPO)-Peptiden, welche im wesentlichen die Aminosaurepo- 
sitionen 1 bis* 35 (P4), 7 bis 23 (P4/1), 44 bis 78 (P3), 52 bis 63 (P3/1), 74 bis 109 (P1) r 84 bis 95 (P/1), 93 
bis 137 (P5), 110 bis 123 (P5/1), 142 bis 166 (P2) oder 152 bis 166 (P2/1) entsprechend der Numerierung 
der Aminosaurepositionen von naturlichem EPO aufweisen, dadurch gekennzeichnet, da/3 man 

a) die entsprechenden, jeweils geschutzten Aminosauren an einer Matrix schrittweise koppelt und nach 
dem letzten Reaktionsschritt die Schutzgruppen von den Seitenketten und die Peptide von der Matrix 
abspaitet; oder 

b) die Peptide gentechnologisch herstellt; oder 

c) naturliches oder gentechnologisch gewonnenes EPO chemisch oder enzymatisch spaltet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 die erhaltenen EPO-Peptide synthetischen 
Ursprungs sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 t dadurch gekennzeichnet, da/3 die erhaltenen EPO-Peptide die 
folgenden Aminosauresequenzen aufweisen: 

P1 VLRGQALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLL; 
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P1/1 SSQPWEPLQLHV; 

P3 NEMITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEA; 
P3/1 KRMEVGQQAVEV; 

P4 APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSL; 
P4/1 CDSRVLERYLLEAKEAE; 

P5 LHVDKAVSGLRSLTTLLRALRAQKEAISPPDAASAAPLRTITADT; Oder 
P5/1 RALRAQKEAISPPD. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2 t dadurch gekennzeichnet, da/3 die erhaltenen EPO-Peptide die 
folgenden Aminosaure-Sequenzen aufweisen: 

P2 FRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR; Oder 
P2/1 KLKL VTG E AC RTG D R. 

5. Verfahren zur Herstellung von epitopspezifischen anti-EPO-Antikorpern, dadurch gekennzeichnet, dafl 
man die nach den Anspruchen 1 bis 4 erhaltenen EPO-Peptide an ein Tragerprotein kuppelt, mit dem 
erhaltenen Konjugat Sauger immunisiert und die Antikorper in an sich bekannter Weise gewinnt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 man polyclonal Antikorper aus dem Serum 
der immunisierten Sauger gewinnt. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 man zur Herstellung monoclonaler Antikorper 
Milzzellen der immunisierten Sauger mit Myelomzellen fusioniert und die von den erhaltenen Hybridomazel- 
len produzierten monoclonalen Antikorper gewinnt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da/3 die erhaltenen epitopspezifi- 
schen anti-EPO-Antikorper die biologische Aktivitat von EPO neutralisieren. 

9. Verfahren zur Herstellung von anti-idotypischen Antikorpern gegen die Bindungsregion von gema/3 
Anspruch 8 erhaltenen EPO-neutralisierenden Antikorpern, dadurch gekennzeichnet, da/3 man Sauger mit 
diesen Antikorpern immunisiert und aus deren Serum die anti-idiotypischen Antikorper gewinnt. 

10. Verfahren zur Reinigung von EPO, EPO-Derivaten oder EPO-Peptiden, dadurch gekennzeichnet, dafl 
man die nach einem der Anspruche 5 bis 8 erhaltenen epitopspezifischen anti-EPO-Antikorper an zur 
Chromatographic geeignete Tragermaterialien bindet, die zu reinigenden Substanzen an den Trager 
adsorbiert und eluiert. 
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